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四 种 辟 尾 轮 虫 线粒体 СОТ 基因 部 分 序列 及 系统 发 育 关 系 
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摘要 : 测定 了 臂 尾 轮 虫 属 (Brachionus) 4 种 共 40 个 个 体 的 线粒体 СОТ 基因 的 部 分 序列 。 该 序列 长 543 
bp， 其 中 A+T 占 65.6%; 序列 中 共有 157 个 变异 位 点 ， 占 全 部 位 点 的 28.9% 。 用 裙 皱 臂 尾 轮 虫 (已 .plicatiizs ) 
作 外 群 构建 的 UPGMA 树 、NJ 树 和 MP 树 都 表明 ，4 个 种 中 方形 臂 尾 轮 虫 (下 .quadridentatus ) ЖААК ЕЕ 
(B. urceus) 的 亲缘 关系 最 近 ， 和 矩形 臂 尾 轮 虫 (B. jeydigi) 次 之 ， 葡 花 辟 尾 轮 虫 (B.calyciflorus) 最 远 ， 此 结果 
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与 传统 形态 分 类 学 的 基本 一 致 。 
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Abstract: Тһе partial mitochondrial СО І gene was sequenced from 40 individuals of four Brachionus ѕресіеѕ. Тһе 
sequences меге compared апа their molecular phylogenetic trees меге constructed by UPGMA ，neighbor-joining апі maxi- 


mum parsimony methods using В .plicatilis as outgroup Тһе length of sequences was 543 bp іп which frequency of A + 


Т was 65.3% ，and а considerable variation of 157 nucleotide sites (28.9%) was detected. АП of three trees suggested 
that В. quadridentatus is relatively closer to В. игсеиѕ than other species апа then to В. leydigi, last to B .calyciflorus. 
This result is consistent with that of traditional morphological taxonomy . 
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辟 尾 轮 虫 属 (Brachionus ) 隶属 于 轮 虫 纲 、 真 
轮 虫 亚 纲 、 单 集 总 目 、 游 泳 目 、 臂 尾 轮 科 ， 属 中 许 
多 种 类 广泛 分 布 于 各 种 水 体 ， 而 且 往 往 是 优势 种 
群 。 迄 今 为 止 ， 轮 虫 的 分 类 和 系统 发 育 研究 主要 是 
依据 外 部 形态 和 内 部 结构 进行 的 (Zhuge，1997 )。 
但 由 于 各 种 辟 尾 轮 虫 可 能 都 有 周期 性 或 地 方 性 的 形 
态 变 异 〈《Wang，1961)， 仅 通过 传统 的 方法 来 鉴定 
物种 较为 困难 ， 而 且 分 类 的 准确 性 也 存在 问题 。 因 
此 ， 有 必要 将 现代 的 分 子 生物 学 方法 和 传统 的 形态 
学 研究 结合 起 来 ， 以 深入 研究 该 属 轮 虫 的 系统 发 育 
关系 。 
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本 属 昌 前 已 发 现 34 种 ,我 国 已 记载 的 有 10 多 
种 ,但 常见 的 不 到 10 种 (Zhang & Huang,1991)。 其 
中 营 淡 水 生活 方式 的 方形 辟 尾 轮 虫 ( Brachionus 
guadridertatus ) ЖЕН ЕШ (В . Іеуаісі ) ААА 
尾 轮 虫 (B .wurceus ) ЗЕЕ Ве #0 (В. calyciflorus ) 
不 仅 分 布 广泛 ,而且 大 小 相近 ,形态 相似 。 我 们 拟 测 
定 它们 的 线粒体 细胞 色素 氧化 酶 1 (CO 工 ) 基 因 的 
部 分 序列 ,并 用 1 种 海水 臂 尾 轮 虫 , 即 裙 皱 璧 尾 轮 虫 
(В .plicatilis ) 作 外 群 (outgroup) ,构建 分 子 系统 树 , 以 
期 获得 4 者 的 系统 发 育 关系 ,并 探讨 从 分 子 水 平 对 
轮 虫 的 分 类 和 系统 发 育 进行 研究 的 可 行 性 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

从 北京 积水潭 采集 的 水 样 中 分 离 得 到 所 需要 的 
а Е, НРМ ае е 
各 15 `, ЖЕЕ ЕЕЕ ЕЕ 5 个 。 
单个 虫 体 置 于 轮 虫 培养 液 中 以 蛋白 核 小 球 薄 为 食物 
进行 克隆 培养 (25 С), ЯҒ ОМА 提取 和 CO 工 测 
序 。 
1.22 DNA 提取 及 测序 

将 本 实验 室 所 改进 的 ОМА 提取 法 稍 加 修改 
(Dong et al, 2002)。PCR 扩 增 所 用 引物 序列 为 
LCO1490 ( 5-ССТСАААТСАТАААСАТАТТСС-3") 和 
LCO2198 ( 5’-TAAACTTCAGGGTGCACCAAAAATCA- 
3”)(Folmer et al ,1994)。PCR 条 件 为 96 СЛУ 3 
min; 然 后 进行 92 % 15 s,50 % 205,72 © 1 тіп 40 
个 循环 ;72 % 延 伸 3 min。 扩 增产 物 的 大 小 和 纯度 用 
1.5 包 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 。 切 取 含 有 目的 片段 
的 州 胶 块 ,用 上 海 华 琶 公司 生产 的 纯化 回收 试剂 盒 
回收 。 用 ABIPRISM 310 全 自动 序列 分 析 仪 测定 序 
列 。 所 有 序列 双向 测序 ,以 保证 其 准确 性 。 
1.3 数据 处 理 

序列 分 析 结 果 用 DNASTASR 软件 中 的 Megalign 


程序 排列 DNA 同 源 序列 并 进行 人 工 校 正 。 用 
Mega2.1 软件 计算 所 得 序列 间 的 转换 / 颠 换 数 和 序 
列 差 异 百 分 比 ， 并 采用 UPGMA 法 (Unweighted 
Pair Group Method with Arithmetic Mean)、 邻 接 法 
(neighbor-joining methed，NJ) 和 最 大 简约 法 (max- 
imum-parsimony method，MP) 构建 系统 树 。 系 统 树 
各 分 支 的 置信 和 度 进行 1 000 次 bootstrap 重复 检验 。 


2 结果 与 讨论 


21 核 背 酸 含量 及 变异 

测 得 4 种 臂 尾 轮 虫 线粒体 CO 工 基因 的 部 分 序 
列 ， 长 为 543 bp。 将 其 与 从 GenBank 中 查 出 的 裙 皱 
臂 尾 轮 虫 的 相应 序列 进行 比较 ， 排 序 结果 见 图 1。 
在 这 些 序列 中 没有 碱 基 的 插 人 和 缺失 。 其 变异 频率 
和 甲壳 纲 的 Porcellanidae 变异 频率 29,9% 相近 
(Werding et al，2001)， 要 大 大 高 于 螨虫 CO 工序 列 
的 变异 (18.9%) (Тода et al，2000)。 这 可 能 是 因 
为 在 生态 系统 中 轮 虫 和 甲壳 纲 动 物 的 种 类 和 数量 都 
较 多 ， 而 且 繁 殖 率 高 、 繁 殖 方式 多 样 ， 可 以 适应 不 
则 的 环境 ， 从 而 使 得 变异 发 生 的 频率 增加 ， 进 化 速 
率 加 快 。 

从 表 1 可 以 看 出 ，4 种 淡水 臂 尾 轮 虫 的 CO I 
序列 中 A +T 的 含量 平均 为 65.6% , 远 远 高 于 C+G 


Жі 5 种 辟 尾 轮 虫 线粒体 COT 基因 部 分 序列 的 核 背 酸 含 量 及 其 转换 / 苏 换 
Table 1 Frequency апа transition/transversion (Т5/Ту) of nucleotides of sequences іп partial mitochondrial СО I 


gene from five Brachionus species 





核 芽 酸 及 其 位 点 


含量 Frequency (%) 

















Nucleotides and пива акваюњы 。 和 矩形 辟 尾 轮 虫 。 苯 花 辟 尾 轮 虫 。” 初 皱 辟 尾 轮 虫 es 
their site В. gquadridentatus В .urceus B. leydigt В .calyflorious В .plicatilis 
A 22.4 21.1 21.5 25.4 19.7 
T 43.6 46.3 41.1 41.4 38.1 ге 
С 14.8 14.1 17.7 16.6 21.4 і 
с 19.2 18.5 19.7 16.6 20.8 
А 26.1 27.6 26.5 27.6 26.1 
І т 30.6 29.3 30.9 30.4 25.4 ТЕ 
с 28.7 28.2 28.2 27.6 29.3 
С 14.2 14.9 14.4 14.4 18.8 
А 12.2 12.2 12.2 12.2 12.2 
П т 46.4 46.4 45.3 45.9 45.3 Ей 
с 17.1 16.6 16.6 17.1 16.0 ; 
С 24.3 24.9 26.0 24.9 26.5 
А 28.6 23.4 26.0 36.5 20.4 
Ш т 54.0 63.1 47.0 48.1 43.6 人 
G 11.5 10.7 14.4 5.0 17.1 г 
5.9 2.6 12.7 10.5 18.8 


С 
工 、 正 、 焉 分别 代 表 密 码 子 第 1、2、3 位 点 。 


І, П, апа Ш represent ће first，second апд third codon site, respectively. 
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图 1 5 种 臂 尾 轮 虫 线粒体 CO 工 基因 的 部 分 核 苷 酸 序列 比较 


Fig.1 Nucleotide variances of sequences in partial mitochondrial COT gene from five Brachionus species 
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B.plicatilis 


图 2 用 最 大 简约 法 构建 的 4 种 淡水 辟 尾 轮 虫 的 线粒体 CO 工 基因 部 分 序列 的 系统 树 


Fig.2 Phylogenetic tree of four freshwater Brachionus species using maximum parsimony 


method inferred гот partial mitochondrial СО І репе sequences 
以 海水 禧 皱 辟 尾 轮 虫 作为 外 群 ， 各 分 支 上 的 数值 为 经 1 000 次 bootstrap 后 的 置信 度 值 。 


Using Brachionus plicatilis as outgroup ，the numbers аі ће nodes indicate bovtstrap percentages of 1 000. 


的 含量 ， 这 种 现象 在 其 他 无 脊椎 动物 线粒体 基因 中 
广泛 存在 (Folmer et al，1994) 。 其 中 海水 中 的 裙 皱 
璧 尾 轮 虫 的 A+T 含 量 显然 低 于 4 种 淡水 臂 尾 轮 虫 
的 含量 ， 这 也 许 为 淡 水 轮 虫 起 源 于 海水 轮 虫 提供 了 
证 据 。Jermiin & Crozier (1994) 曾 发 现在 六 足 总 纲 
中 线粒体 CO 本 基因 的 A+T 有 明显 的 进化 趋势 ， 即 
从 低 等 类 群 到 高 等 类 群 A+T 含 量 依 次 递增 ， 他 们 
认为 这 是 由 于 定向 突变 压力 对 六 足 类 的 作用 形成 
的 。 

经 统计 得 到 4 种 淡水 辟 尾 轮 虫 СОТ 部 分 序列 
第 3 位 点 的 颠 换 数 为 37， 明 显 高 于 第 1、2 位 点 ， 
后 两 者 分 别 为 2、1。 而 从 表 1 还 可 以 看 出 ,第 3 位 
点 A+T 含 量 高 于 第 1、2 位 点 ， 转 换 / 颠 换 也 高 于 
第 1、2 位 点 。Crozier & Crozier (1992) 认为 高 A + 
T 与 氮 基 酸 序列 的 变异 没有 显著 的 相关 性 ; 但 
Hugall et al (1997) 却 认为 高 A+T 会 促进 氨基 酸 
序列 的 变异 ; Desalle et al (1987) 也 认为 高 A+T 
增加 了 AT 颠 换 的 可 能 性 ， 因 而 导致 了 第 3 位 点 颠 
换 速 率 增加 。 我 们 的 结果 显然 支持 Hugall 和 Desalle 
的 观点 。 
2.2 系统 进化 关系 
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以 裙 皱 辟 尾 轮 虫 (B.plicatilis ) 作为 外 群 用 3 
种 方法 构建 4 种 臂 尾 轮 虫 CO 工 基因 的 分 子 系统 树 ， 
得 到 一 致 的 拓扑 结构 ，bootstrap 检验 系统 树 各 支 都 
得 到 较 高 的 支持 率 。 图 2 示 由 MP 法 所 构建 的 系统 
Ж. 

在 该 系统 树 中 ， 葡 花 壁 尾 轮 虫 的 分 支 最 先 分 
出 ， 然 后 依次 为 矩形 辟 尾 轮 虫 、 壶 状 臂 尾 轮 虫 和 方 
形 壁 尾 轮 虫 。 可 推测 方形 辟 尾 轮 虫 同 壶 状 辟 尾 轮 忠 
和 和 矩形 辟 尾 轮 虫 的 亲缘 关系 较 近 ， 同 葡 花 辟 尾 轮 上 忠 
的 较 远 。 我们 的 结果 和 和 传统 的 形态 分 类 学 结果 基本 
上 上 一致， 方形 臂 尾 轮 虫 、 和 矩形 臂 尾 轮 虫 和 壶 状 臂 尾 
轮 虫 的 背 甲 前 端 都 具有 6 根 坏 刺 ， 苯 花 臂 尾 轮 虫 只 
具有 4 根 棘 刺 ， 同 时 ， 从 生活 史上 看 ， 苯 花 臂 尾 轮 
虫 主要 营 浮游 生活 ， 而 其 他 3 种 辟 尾 轮 虫 主要 营 附 
着 生活 (Wang，1961; Zhuge，1997)。 

从 我 们 的 实验 结果 可 以 看 出 ， 用 线粒体 CO I 
基因 作为 分 子 标记 对 轮 虫 种 间 的 亲缘 关系 和 系统 分 
类 进行 研究 是 有 效 可 行 的 ， 若 能 结合 传统 的 形态 分 
类 学 方法 和 相关 的 核 基因 序列 ， 必 将 大 大 促进 轮 忠 
系统 发 育 和 分 类 的 研究 。 


Dong YW, Niu С), Вао L, Li ОҒ, Huang СХ. 2002. Method for ex- 
tracting DNA from single rotifer and sequencing partial mitochondria 
cytochrome oxidase subunit І (СОТ) gene [7]. Zool. Res., 
23 (1): 81-83. (ЖАН, Ф318, а Ж, ФА, Ян 
西 . 2002， 单 只 轮 虫 DNA 提取 及 细胞 色素 С 氧化 酶 工 亚 基 部 
分 序列 测定 . 动物 学 研究 ，23 (1); 81-83.) 


http:/www.cqvip.q 



































204 动物 学 研究 24% 

Есішег О, Black М, Hoeh W, Lutz К, Vrijenhoek К. 1994. DNA Wang J]. 1961. Тһе Freshwater Rotifers іп China [М]. Beijing: Sci- 
permiers for amplification of mitochondrial cytochrome с oxidase sub- ence Ргевв. [2 Ж. 1961. 中 国 淡水 轮 虫 志 . 北京 : 科学 
шай T бот diverse metazoan invertebrate [Ј]. Mol. Мағ. Biol. 出 版 社 .] 

Biotechnol ., 3: 294 - 299. Werding B, Hiller A, Misof B. 2001. Evidence of paraphyly in the 

Hugall А, Stanton ), Moritz С. 1997. Evolution of the АТ rich mito- neotropical porcellanid genus Neopisosoma (Crustacea: Anomura: 
chondrial DNA of the root knot nematode Meloidogyne hupla (11. Porcellanidae) based on molecular characters [J]. Hydrobiology, 
Mol. Biol. Evol., 14 (1): 40-48. 449: 105-110. 

Jermiin LS, Crozier ЕН. 1994. Тһе cytochrome b region іп the mito- Zhuge Ү. 1997. Studies оп taxonomy апа distribution of гоШег іп ће 
chondrial DNA of the ant Tetraponera ruforniger: Sequence diver- six typical zones of China [D]. Ph. D. thesis, Institute of Hy- 
gence in Hymenoptera may be associated with nucleotide content drobiologia，the Chinese Academy of Sciences. [#8 2%. 1997. 
[3]. Ј. Мо. Еюі., 38: 282-294. 中 国 典型 地 带 轮 虫 的 研究 .中国 科学 院 水 生生 物 研 究 所 博士 学 

Тода 5, Osakabe М, Komazaki $. 2000. Interspecific diversity of mi- 位 论文 .] 
tochondrial CO I sequences in Japanese Panonychus species Zhang 78, Huang ХЕ. 1991. Study Methods on Freshwater Plankton 
(Acari: Tetranychidae ) [J]. Experimental and Applied Acarolo- [м]. Beijing: Science Press . ГЕР, ЖЖ К. 1991. 淡水 
ву, 24: 821 – 829. 浮游 生物 研究 方法 . 北京 : 科学 出 版 社 . ] 


http:/www.cqvip 








ут ЫЛ Л. Е 5 — З ТОА ЕРЕ 


НЕЕ ЕН ИЛЕН ВИА ЕАО “ЕНЕ” БРЗ Н, 282251 
监督 管理 局 审查 ， 符 合 国家 一 类 新 药 审批 的 有 关 条 件 ， 批 准 于 2003 年 4 月 进入 工期 临床 实验 (批件 号 : 
2003L01430 ) 。 

ЭМИР ЕШ АР 7 ІК 188 АЈ ТИЈ Н (hgkistrodon асшиз) 蛇毒 中 分 离 纯化 的 蛇毒 凝血 酶 (Hemocoag- 
ulase， 止 血 酵 素 )， 其 生理 作用 与 从 矛头 峡 ( Bothrope jararoca ) 蛇毒 中 得 到 的 蛇毒 族 血 酶 (Hemocoagn- 
lase ，Reptilase ，Batroxobin) 相似 ,但 化 学 结构 则 完全 不 同 ， 是 一 种 新 型 结构 的 蛇毒 止血 酶 ， 属 一 类 生化 
药品 制剂 。 

本 品 经 家 人 兔 体 内 促 凝血 试验 ， 表 明 具 有 显著 的 促 凝血 作用 ; 经 大 鼠 、 家 免试 验 性 创伤 止血 试验 ， 表 明 
具有 显著 的 止血 作用 ; 经 家 犬 0.01 ~ 1.0 U/kgBW 剂量 试验 ， 证 明 除 了 有 具有 显著 的 促 凝血 作用 外 ， 还 能 显 
著 缩 短 家 犬 全 血 凝 血 时 间 。 从 上 述 结果 可 以 看 出 ， 其 止血 作用 是 肯定 的 。 与 立 止 血 〈Reptilase) 比较 ， 其 
有 效 剂 量 范围 更 宽 ， 因 而 更 安全 可 靠 。 急 毒 和 长 毒 试 验 未 发 现 本 品 有 明显 的 毒性 反应 。 继 而 进行 的 ?5 工 药 
代 试 验 表明 ， 给 药 后 能 分 布 到 各 组 织 脏 器 中 ， 以 血浆 中 含量 最 高 ， 肺 、 肾 、 肝 、 胃 、 卵 策 、 淋 巴结 等 组 织 
ВЕН, 0.5 - 2h 血 药 浓度 达 最 高 值 。 其 排泄 以 尿 为 主 ， 给 药 后 72 小 时 内 排泄 量 为 93% 左 右 ， 与 药 效 
时 间 一 致 。 

本 品 已 申请 国家 新 药 专利 ， 公 开 号 为 : CN 1332241А. 
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